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亚急性甲醛吸入对小鼠肝细胞 DNA损伤作用 3

王丽 ,乔琰 ,鲁志松 ,丁书茂 ,严彦 ,杨旭

　　摘 　要 : 目的 　检测亚急性甲醛吸入对小鼠肝细胞的损伤作用 ,并探讨用归一化处理方法解决单细胞凝胶电泳

重复性差的可行性。方法 　将小鼠分别暴露于不同浓度的气态甲醛 (015 ,110 和 310 mg/ m3)中染毒 14 d ,每天 6 h ,用

单细胞凝胶电泳技术检测肝细胞 DNA 的损伤程度。结果 　015 和 110 mg/ m3 的甲醛可造成 DNA 的严重断裂 ( P <

01001) ,而 310 mg/ m3 的甲醛则引起显著的交联作用 ,归一化的结果与之相符 ,并表明不同浓度的甲醛导致不同程度

和类型的 DNA 损伤。结论 　甲醛可造成机体内肝细胞 DNA 的断裂和交联 ,该损伤可能是甲醛致癌机制之一 ;归一

化可以弥补单细胞凝胶电泳实验重复性不佳的缺陷。
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Damage effect of subacute formaldehyde on hepatocytic DNA in mice 　W A N G L i , QIA O Yan , L U Zhisong , et al . College

of L if e Sciences , Cent ral China Norm al U niversity ( W uhan 430079 , China)

Abstract : Objective 　To explore the hepatocellular DNA damage after subacute formaldehyde exposure and the applica2
tion of normalization as a statistic method to improve the reproducibility of single cell gel electrophoresis ( SCGE ,comet as2
say) . Methods 　Mice were respectively exposed to different concentrations of gaseous formaldehyde for 14 d ,6 h per day.

SCGE was performed to detect the DNA damages. And normalization was used to discuss the reproducibility of SCGE assay.

Results 　Formaldehyde could induce different kinds of DNA damages :formaldehyde caused significant DNA strands breaks at

concentrations of 015 and 110 mg/ m3 ( P < 01001) while crosslinks were induced at 310 mg/ m3 . Results from normalization

were in consistent with the former results and indicated that DNA damages were enhanced with the increase of formaldehyde

level . Conclusion 　Formaldehyde was both a DNA strands breaks and crosslinks agent to the hepatocytes in vivo ,which may

be one of the possible mechanisms of formaldehyde as a carcinogen. Normalization could improve the reproducibility of SCGE

assay.
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　　甲醛 (formaldehyde ,FA) 已被列入确定的人类致癌物〔1〕。

由于甲醛致癌的原因还不甚清楚 ,故本文依据我国新颁布的

职业卫生标准〔2〕,模拟甲醛在生产和生活中的实际暴露方式 ,

建立亚急性染毒模型 ,检测气态甲醛对小鼠肝细胞的损伤作

用。同时 ,单细胞凝胶电泳技术 ( SCGE) 虽然应用广泛〔3〕,但

是该技术受诸多因素影响 ,实验结果往往不能得到很好的重

复。故本文引入归一化的数学处理方法 ,对单细胞凝胶电泳

实验中可重复性差的问题加以探讨 ,以期使该技术得到更为

广泛的应用和发展。

1 　材料与方法

111 　仪器与试剂 　WH - 2 型小智能环境气候舱 (武汉市宇

信科技开发有限公司) ;814L 通气式干燥器 ;4160 - 2 型甲醛

测定仪 (美国 IN TERSCAN 公司) ;D YY - Ⅲ型电泳槽 (北京

市六一仪器厂) ;D YY - 11B 型三恒电泳仪 (北京市六一仪器

厂) ;低温冷冻离心机 (SIGM) ;BH - 2 型荧光显微镜 (OL YM2

PUS) ;01635 cm 150 万相素数码相机 (日本 Nikon 公司) 。

10 %福尔马林溶液 (美国 Sigma 公司) ; 正常熔点琼脂糖

(Shanghai) ;低熔点琼脂糖 (美国 Premega 公司) ;吖啶橙 (A) ;

磷酸盐缓冲液 ( PBS) (无 Ca2 + Mg2 + ) ;014 %台盼蓝溶液 ;其他

试剂均为分析纯。

112 　实验方法　

11211 　实验动物及染毒方案 　选用湖北省疾病预防控制中

心提供的健康雄性 BALB/ C小鼠 (20 g 左右) 20 只 ,随机分为

4 组 ,即 1 个空白对照组和 3 个染毒组。采用动态吸入染毒 ,

在玻璃缸中进行 (由 814 L 通气式干燥器改制) 。经 WH - 2

型小型智能环境气侯舱配制后 ,持续稳定地输出浓度分别为

015 ,110 和 310 mg/ m3 的甲醛气体。甲醛浓度经 1460 - 2 型

甲醛测定仪测定 ,灵敏度为 01012 mg/ m3 ,准确度为 01024

mg/ m3 ,染毒组每日染毒 6 h ,连续 14 d。对照组在同等条件

下的玻璃缸内 ,吸入经过滤的新鲜空气在不同浓度下进行重

复实验。染毒期间 ,实验动物可以自由进食、进水。

11212 　肝细胞悬液制备 　实验动物在染毒结束后禁食 24 h ,

颈椎脱臼处死。迅速取出肝脏 ,用眼科剪剪成糜状 (约 1 mm3

的组织块) ,4 层纱布过滤 ;将细胞滤液 1000 r/ min 离心5 min ,

用 PBS重新悬浮离心管底的细胞 ,并调整细胞密度。台盼蓝

排斥法检测细胞活力 ,细胞存活率接近 90 % ,细胞密度为 105

～106 个/ ml。

11213 　单细胞凝胶电泳实验 　按文献〔4 ,5〕方法操作并稍加

改进。在完全磨毛的载玻片上辅 3 层凝胶 ,将三明治式凝胶

在 4 ℃下于裂解液中裂解 2 h 后 ,在 20 V、190 mA 碱性条件下

电泳 20 min ,再经 014 mol/ L Tris缓冲液 (p H715) 中和 30 min

后 ,用吖啶橙 (20 mg/ L)染色 5 min ,双蒸水洗掉表面的染料 ,

24 h 内在荧光显微镜下观察。

113 　统计分析 　分析不同浓度甲醛作用下单个细胞的拖尾
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率。通过荧光显微镜观察细胞 ,用 CASP 彗星图象分析软件

(从 http :/ / www. casp . of . pl/ 下载) 自动分析。分析指标为尾

部 DNA %和尾矩。实验测得的数据用 SigmaPlot 910 统计软

件分析 ,作双尾 t 检验。将各数据进行归一化处理时 ,按以下

公式计算 :

相对 Tail DNA % =
染毒组的尾矩 (尾部 DNA %)
空白组的尾矩 (尾部 DNA %)

(令空白组的尾矩和尾部 DNA %为 1) 。

2 　结 　果

211 　亚急性甲醛吸入对小鼠肝细胞的损伤作用 (表 1) 　当

甲醛浓度为 015 和 110 mg/ m3 时 ,尾部 DNA %及尾距与空白

对照组比较 ,差异均有统计学意义 ( P < 01001) 。说明此浓度

下甲醛诱导 DNA 链的断裂。当甲醛浓度为 310 mg/ m3 时 ,尾

部 DNA %与空白组基本保持一致 ,差异无统计学意义 ( P >

0105) ,而尾矩显著下降且低于空白对照组 ,差异有统计学意

义 ( P < 0101) 。说明在 310 mg/ m3 时甲醛诱导核内 DNA 交

联物的形成 ,使 DNA 在电泳中泳动受阻 ,迁移率降低 ,参数值

下降。

表 1 　不同浓度气态甲醛对小鼠

肝细胞 DNA的损伤作用( �x ±s)

组别 (mg/ m3) 尾部 DNA % 尾矩

气态甲醛浓度 015 43101 ±0169 3 3 13165 ±0137 3 3

空白对照组 38172 ±0180 10159 ±0134

气态甲醛浓度 110 49177 ±0183 3 3 18185 ±0150 3 3

空白对照组 40164 ±1130 13188 ±0173

气态甲醛浓度 310 36154 ±1133 11119 ±0171 3 3

空白对照组 41111 ±2133 15115 ±1128

　　注 : t 检验 ,与同一组中的空白对照组相比 , 3 P < 0101 , 3 3 P <

01001

212 　归一化的处理结果 (图 1) 　从图中可以看出甲醛浓度

与 DNA 损伤之间的效应趋势。在低浓度范围内 ,随甲醛浓度

的升高 ,相对尾部 DNA %和相对尾矩呈上升趋势 ,在甲醛浓

度升至 110 mg/ m3 时 2 个值都达到顶点 ,此时的 DNA 断裂程

图 1 　归一化后的统计结果

度最严重。当浓度进一步升高到 310 mg/ m3 时 ,相对值已经

低于 110 ,表明细胞内产生了 DNA 交联物。

3 　讨 　论

本研究结果显示 ,不同浓度气态甲醛染毒 14 d 后 ,可导

致小鼠肝细胞核 DNA 不同程度和类型的损伤。在 015 ,110

mg/ m3 浓度下 ,核 DNA 断裂程度明显高于对照组 ,在 310

mg/ m3 浓度作用下 ,彗星细胞的拖尾程度明显减轻 ,表明甲

醛诱导了 DNA 交联物 (DNA - DNA 交联和/ 或 DNA - 蛋白

质交联)的产生 ,此结果与文献报道结果相吻合〔5〕。因此 ,根

据本实验结果和其他相关报道〔6〕可以推测 ,甲醛引起的 DNA

断裂的交联应可能是甲醛致癌作用的机制之一。

单细胞凝胶电泳 (SCGE) 技术是近年来发展起来的一项

在单细胞水平上检测 DNA 单双链断裂、碱性不稳定位点、

DNA 交联和不完全切除修复位点等一系列 DNA 损伤的技

术。但 SCGE操作过程中的诸多因素 ,如环境温度、裂解及电

泳条件、中和时间、光照等 ,都会影响实验结果 ,致使实验的可

重复性较差〔3 ,7 ,8〕。同一项实验在不同的实验室甚至在同一

实验室的不同时间也会出现不同的结果。本实验采用归一化

的统计方法 ,以对照组为尺 ,即统一设置为 1 ,把各个剂量组

与相应的对照组比对 ,用相对值表征 DNA 的损伤程度 ,从而

探讨该方法的可行性。本研究结果证实了归一化的统计方法

可以提高 SCGE的可重复性 ,增加实验结果的准确性。因此 ,

在实验过程中如果受实验条件限制 ,同一项研究不能在同一

次实验中完成 ,或者由于实验本身的缺陷使实验的可重复性

较差 ,建议采用归一化的处理方法弥补不可避免的环境因素

或人为因素造成的实验误差。

(衷心感谢 Zbiniew Koza ,Anddrzej Wojcik 和 Krzysztof Konca 3 位

博士为本实验提供了 CASP 彗星分析软件)
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